Применение иммуноанализа для решения актуальных проблем стандартизации препаратов аллергенов by L. Nevskaya V. et al.
17
ОбзОр   Review
Применение иммуноанализа для решения актуальных 
проблем стандартизации препаратов аллергенов
Л.В. Невская, С.Ф. Радунская, Е.И. Лавренчик, А.А. Мовсесянц, В.К. Капитанова, М.Ю. Короткова
Федеральное государственное бюджетное учреждение 
«Научный центр экспертизы средств медицинского применения» 
Министерства здравоохранения Российской Федерации, Москва, Россия
Immunoassay for the purpose of solving current issues 
associated with standardization of allergen preparations
L.V. Nevskaya, S.F. Radunskaya, E.I. Lavrenchik, A.A. Movsesyants, V.K. Kapitanova, M.Yu. Korotkova
Federal State Budgetary Institution 
«Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products» 
of the Ministry of Health of the Russian Federation, Moscow, Russia
Приведены основные проблемные вопросы в стандартизации препаратов аллергенов. Показано, что в настоящее 
время отечественные препараты аллергенов стандартизуются по содержанию белка в аллергенном материале – 
показателю, не отражающему истинную аллергенную активность препарата. Назрела необходимость гармониза-
ции отечественной технологии стандартизации препаратов аллергенов с учетом подходов ЕМА (European Medicines 
Agency) и FDA (Food and Drug Administration), регламентирующих стандартизацию препаратов в единицах аллер-
генной активности и применение для количественной оценки данного показателя современных методов иммуно-
анализа – радиоаллергосорбентный тест (РАСТ), хемолюминесцентный анализ, иммуноаллергосорбентный тест, 
иммуноферментный анализ (ИФА) с этапом ингибирования и другие. 
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The present article describes principal problematic issues that refer to the standardization of allergen preparations. It is 
shown that at present domestic allergen preparations are being standardized by protein content in allergenic material, 
however, the mentioned characteristic does not reflect true allergic activity of a drug. There is a need in harmonization of 
domestic standardization technology for allergen preparations with the approaches of EMA (European Medicines Agency) 
and FDA (Food and Drug Administration), regulating their standardization in allergenic activity units, as well as the use of 
modern immunoassay methods for quantitative evaluation such as radioallergosorbent test, chemiluminescence analysis, 
immunoallergological test, enzyme-linked immunosorbent assay with inhibition phase etc. 
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Иммунохимические методы анализа основаны на свя-
зывании исследуемого белка специфичными антителами, 
с последующим выявлением образовавшегося комплекса 
«антиген-антитело» с помощью метки, которая легко детек-
тируется с использованием высокочувствительных устройств 
типа счетчиков радиоактивных частиц, спектрофотометров, 
флуориметров и т.п. Радиоиммунологический анализ (РИА) 
был разработан в 50-х годах прошлого столетия R.S. Yalow и 
S.A. Berson, которые в качестве метки использовали изотоп 
125I [1]. Применение твердых носителей (нитроцеллюлозы, по-
листирольных плат) для сорбции антител (АТ) или антигенов 
(АГ) положило начало развитию гетерогенного (твердофаз-
ного) анализа. Иммобилизация антигена на твердом носите-
ле позволила предотвратить агрегацию в растворе и осуще-
ствить с помощью отмывки физическое разделение иммуно-
комплексов от свободных компонентов. В середине 1960-х 
годов появились более безопасные варианты иммуноанали-
за, не требующие специальных условий работы – ИФА, имму-
нохемилюминесцентный анализ. В них используются специ-
фичные АТ, меченные молекулами ферментов или специаль-
ными красителями, такими как люминол, люцегенин, флюо-
ресцеина ацетат, флуоресцеина изотиоцианат.
В настоящее время иммуноанализ широко применяется 
в научных исследованиях, в различных областях медицины, 
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а также при контроле качества иммунобиологических лекар-
ственных препаратов (ИЛП).
Препараты аллергенов. Препараты аллергенов, входя-
щие в группу ИЛП, предназначены для специфической диа-
гностики и аллергенспецифической иммунотерапии (АСИТ) 
аллергических заболеваний. Нативные препараты аллерге-
нов получают из естественного сырья (пыльца трав, эпителий 
животных, пищевые продукты и т.п.). Аллергены, как правило, 
являются белками с молекулярной массой от 10 до 70 кДа, что 
позволяет им легко проникать через барьеры слизистых обо-
лочек. Гликопротеины с более высокой молекулярной массой 
(до 200 кДа) могут вызвать развитие аллергических реакций 
при парентеральном введении [2, 3]. 
При производстве препаратов аллергенов основным эта-
пом является получение водно-солевых экстрактов. Необ-
ходимо отметить, что при этом в состав экстракта попадает 
большое число АГ как обладающих, так и не обладающих ал-
лергенными свойствами. Так, в водно-солевом экстракте из 
пыльцы тимофеевки луговой только 12 АГ из 30 являются соб-
ственно аллергенами. В свою очередь аллергены делятся на 
главные (мажорные) и второстепенные (минорные). Главным 
аллергеном считается тот, на который реагируют не менее 
50% сенсибилизированных пациентов. Так, из 6 аллергенов 
пыльцы березы, присутствующих в экстракте, только 2 (Bet v 
1, Bet v 2) являются главными, и по сути отвечающими за раз-
витие повышенной чувствительности (в 95% случаев) к пыль-
це березы [4]. 
Для медицинского применения в настоящее время предла-
гается широкий спектр лекарственных форм аллергенов. Это 
и традиционные водно-солевые растворы для инъекций и инъ-
екционные формы аллергенов, депонированные на гидрооки-
си алюминия или фосфате кальция. Препараты аллергенов для 
лечения могут также выпускаться в виде капель или таблеток. 
Отдельно выпускаются диагностические аллергены для прове-
дения кожных тестов. Также появились рекомбинантные ана-
логи природных аллергенов, которые используются в диагно-
стических целях [5]. В связи с разнообразием лекарственных 
форм препаратов аллергенов оценку их качества не всегда воз-
можно проводить на готовом препарате. Это связано как с низ-
ким содержанием аллергена в готовом продукте, так и с тем, 
что в препарате присутствуют вспомогательные компоненты, 
искажающие результаты контроля. Оценка специфической ак-
тивности депонированных аллергенов методами иммуноана-
лиза невозможна из-за наличия в их составе гидроокиси алю-
миния или фосфата кальция. Глицерин, часто входящий в со-
став пероральных препаратов, является токсичным при парен-
теральном введении животным при оценке аномальной токсич-
ности. Поэтому часть показателей качества контролируются на 
полуфабрикате – экстракте аллергена.
Идентификация аллергена (оценка подлинности). Со-
гласно требованиям Европейской фармакопеи (ЕФ) соответ-
ствующие аллергенные компоненты в препаратах аллергенов 
должны идентифицироваться посредством подходящих ме-
тодов с использованием сывороток, содержащих специфи-
ческие IgE-антитела к исследуемому аллергену [6]. В 1975 г. 
L. Yman применил для этой цели твердофазный неконкурент-
ный иммуноанализ – радиоаллергосорбентный тест (РАСТ), 
который является одним из вариантов радиоиммунного ана-
лиза (РИА) [7]. Появление моноклональных антител, обеспе-
чивающих практически 100% специфичность, позволило ис-
следовать аллергены с более низким содержанием белка. 
Позже для этих целей стали использовать и другие методы 
иммуноанализа, такие как иммуноблоттинг, иммунохемолю-
минесцентный анализ, иммуноферментный анализ (ИФА) и 
т.п. Вариант неконкурентного ИФА, который позволяет оце-
нивать подлинность водно-солевых готовых лекарственных 
форм аллергенов, разработан в 2011 г. в лаборатории аллер-
генов ГИСК им. Л.А. Тарасевича.
Необходимо отметить, что при оценке подлинности аллер-
генов неконкурентными методами иммуноанализа наличие 
стандарта или референс-препарата необязательно. При ис-
пользовании этих методов подтверждается наличие всех ал-
лергенных компонентов, без разделения их на мажорные или 
минорные. Однако применение неконкурентного ИФА для вы-
явления главных аллергенов возможно только при наличии мо-
ноклональных антител к мажорным аллергенным компонентам. 
В настоящее время такая возможность существенно ограниче-
на, поскольку лишь отдельные фирмы для проведения ИФА вы-
пускают наборы реагентов, укомплектованные моноклональ-
ными антителами к главным аллергенам.
Для подтверждения присутствия в препарате главных ал-
лергенов в Европе и США широко применяется Вестерн блот 
(белковый иммуноблоттинг, англ. Western blot) – аналитиче-
ский метод, используемый для определения специфичных 
белков в образце [8–10]. 
На первом этапе используют электрофорез в полиакрила-
мидном геле (ПААГ) в присутствии избытка анионного детер-
гента – додецилсульфата натрия (SDS) для разделения ал-
лергенных белков, содержащихся в природном экстракте и 
имеющих разные молекулярные массы. В процессе электро-
фореза группы аллергенный белок-SDS и маркер стандар-
та масс-SDS, нанесенные в лунки геля, мигрируют к положи-
тельно заряженному электроду (аноду) со степенью подвиж-
ности, обратно пропорциональной молекулярной массе. Для 
визуализации результатов применяют окрашивание специ-
альными красителями, гель высушивают и сканируют. Тест яв-
ляется приемлемым, если белковый профиль экстракта вклю-
чает основные белковые полосы, соответствующие главным 
аллергенам, что определяется сравнением с полосами мар-
керов стандарта молекулярной массы. 
На втором этапе разделенные аллергенные компоненты 
(белки) переносят на мембрану из нитроцеллюлозы или по-
ливинилдентофторида и инкубируют с сывороткой, содержа-
щей IgE-антитела к исследуемому мажорному аллергену. Для 
выявления образовавшегося комплекса «главный аллерген–
специфическое IgE» применяют меченные анти-IgE-антитела 
и хромогенный субстрат, мембрану высушивают и сканируют. 
Далее проводят сравнение результатов электрофореза (окра-
шенный гель) и блота. 
Наличие главных аллергенов считается доказанным, если 
окрашенные комплексы в блоте (окрашенные полосы на мем-
бране) соответствуют основным белковым полосам главных 
аллергенов, выявленным в электрофорезе. 
Оценка аллергенной активности. Отечественные пре-
параты аллергенов стандартизуются по содержанию единиц 
белкового азота (PNU) в определенном объеме экстракта ал-
лергена. На величину PNU могут влиять неспецифические ал-
лергены и биологически инертные белки, поэтому указанный 
показатель истинную информацию о специфической активно-
сти аллергена не отражает [11]. Отсутствие информации об 
аллергенной активности препарата создает сложности в под-
боре доз при проведении АСИТ. Кожное тестирование отече-
ственных препаратов аллергенов на пациентах, у которых ра-
нее подтверждены положительные кожные пробы с контроли-
руемым наименованием аллергена, также не позволяет коли-
чественно оценить аллергенную активность препарата [12].
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В ЕФ для оценки активности препаратов аллергенов пред-
усмотрено применение различных вариантов твердофазного 
конкурентного иммуноанализа (тесты ингибиции). В этих те-
стах активность исследуемых препаратов соответствует ве-
личине, обратной разведению препарата, которое вызыва-
ет 50% ингибицию связывающей способности соответствую-
щих АТ и выражается в единицах активности. Активность пре-
паратов аллергенов выражается в единицах общей (суммар-
ной) аллергенной активности. Суммарная аллергенная актив-
ность исследуемого препарата определяется относительно 
стандарта одноименного аллергена, который параллельно те-
стируется в том же планшете и с той же специфической IgE-
содержащей сывороткой. Эталонным методом, который ис-
пользуется для этих целей, является РАСТ-ингибирование [7, 
13]. Этот метод требует специальных условий для работы, по-
скольку в нем в качестве метки используются радиоактивные 
изотопы. Поэтому наряду с РИА для оценки суммарной аллер-
генной активности широко применяются другие виды имму-
ноанализа, такие как флюороаллергосорбентный тест, блот-
ингибирование, ИФА-ингибирование [5].
В связи с тем, что в настоящее время отсутствуют унифи-
цированные методы иммуноанализа оценки аллергенной ак-
тивности, особое внимание следует обратить на разработку 
стандартных препаратов, на формулирование требований, 
предъявляемых к IgE-содержащим сывороткам. Для реше-
ния данной проблемы отдел биологической стандартизации 
Всемирной организации здравоохранения одобрил Между-
народные стандартные образцы (МСО) нативных экстрактов, 
в состав которых включены главные, минорные аллергены, а 
также другие белковые компоненты [13]. Однако количество 
выпускаемых аллергенов многократно превышает количе-
ство МСО. Поэтому фирмы, выпускающие аллергены, созда-
ют свои референс-препараты (in home reference preparation) 
для стандартизации собственной продукции. В ЕФ содер-
жатся требования, предъявляемые к референс-препаратам. 
Референс-препарат должен быть обязательно охарактеризо-
ван по составу, содержанию белка и аллергенных компонен-
тов. В качестве единиц активности референс-препарата слу-
жат условные единицы, которые устанавливаются по резуль-
татам его тестирования на сенсибилизированных пациентах. 
Разные фирмы, выпускающие лекарственные формы препа-
ратов аллергенов, используют свои методики для присвоения 
единиц активности (табл. 1). 
Помимо этого, также используются и другие единицы ак-
тивности, среди них:
- BU (biological unit) – биологическая единица;
- STU (specific treatment unit) – единица активности АСИТ;
- AUR-Europe (activity units by RAST) – единица активности 
радиоаллергосорбентного теста;
- IU (international unit) – международная единица;
- HEP (histamine equivalent prick) – единица эквивалента ги-
стамина.
Это объясняется тем, что организации, занимающиеся 
оценкой качества препаратов аллергенов в Европе – EMA и 
США – FDA, используют разные подходы. С целью создания 
единых стандартов качества аллергенов в 2008 г. был запу-
щен Международный проект – CREATE (Certified References 
used for Allergen and Test Evalution, Сертифицированные эта-
лоны (референс) для оценки качества продукции). Первич-
ная, вторичная и третичная структура аллергенных бел-
ков как природных, так и рекомбинантных, была исследова-
на с помощью одних и тех же методик (SDS-PAGE электрофо-
рез, масс-спектрометрия, ВЭЖХ, гель-хроматография, спек-
троскопия в рентгеновских лучах) [14, 15]. С помощью ме-
тода РАСТ-ингибирование оценивалась аллергенная актив-
ность препаратов. Количественное содержание главных ал-
лергенов определяли методом ИФА. В результате исследо-
ваний установлено, что препараты рекомбинантных аллер-
генов обладают большей активностью по сравнению с натив-
ными препаратами. С целью стандартизации данных методик 
создан кандидат в мульти-стандарт главных нативных аллер-
генов из шерсти собаки, кошки, крыс, мышей, клещей домаш-
ней пыли и таракана-пруссака (Can f 1, Fel d 1, Rat n 1, Mus m 
1, Der p 1, Der f 1, Der p 2, Bla g 1 – indoor allergens). Исследова-
ния по этому проекту продолжаются по настоящее время. Ак-
тивность отобранных кандидатов в референс-препараты для 
стандартизации лечебных аллергенов планируется оценить 
методом кожных проб.
Нормативный документ, регламентирующий единые тре-
бования к сывороткам крови, используемым в иммуноанали-
зе, до настоящего времени не разработан. В имеющихся от-
дельных рекомендациях предписывается использование пула 
сывороток крови от 10–15 сенсибилизированных лиц, с по-
ложительными кожными пробами к конкретным аллергенам 
и которым ранее не проводился курс АСИТ [16]. Для опреде-
ления специфичных IgE-антител применяются ИФА, хемо- и 
флуоресцентный анализ. Уровень специфичных IgE-антител 
должен быть не менее 3–4 класса [17].
Заключение
Выпускаемые отечественными производителями лечеб-
ные и диагностические препараты аллергенов стандартизу-
ются по количественному содержанию единиц белкового азо-
та, их аллергенная активность устанавливается в ходе кож-
ного тестирования на сенсибилизированных к соответству-
ющим аллергенам пациентах. Стандартизация аллергенных 
препаратов, выпускаемых в России, нуждается в совершен-
ствовании согласно подходам ЕМА и FDA, регламентирую-
щим стандартизацию препаратов аллергенов в единицах ал-
лергенной активности и применение для ее количественной 
оценки современных методов иммуноанализа – РАСТ, хемо-
люминесцентный анализ, иммуноаллергосорбентный тест, 
ИФА с этапом ингибирования и др. 
Выбор метода, использование которого позволяет опре-
делить аллергенную активность препарата, зависит от цели 
поставленной задачи, условий выполнения: приборы, детек-
тирующий материал, вида сорбции (полистироловый план-
шет, бумажный диск, полистироловая бусина), природы ис-
следуемого аллергена. Поскольку указанные методы иммуно-
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анализа равнозначно эффективны при определении данного 
показателя, выбор метода остается за исполнителем. Исходя 
из данных литературы и практики определения аллергенной 
активности препаратов, в настоящее время наиболее распро-
страненным и доступным методом является ИФА с этапом ин-
гибиции.
Применение данных подходов позволит повысить каче-
ство, эффективность и безопасность отечественных препара-
тов аллергенов.
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